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魚類化学受容器に特異的に発現するGタンパク質の局在
福 山 悦 子1 大須賀謙二2 宗 形 芳 英2
TheLocalizationofG-ProteinsinFishChemoreceptors
EtsukoFuKuYAMA1,KenjiOHsuGA2andYoshieiMuNAKATA2
Immunohistochemicalexperimentswereperformedtoidentifythelocalizationofa
transducin,aheterotrimericG-protein,concerningtastetransductionincarp,Cyprinus
carpioL.Antibodiesfortheα-subunitofG-proteinsweredevelopedagainsttwospe-
cificclones,B-10andB-11,derivedfromthecarptasteepithlium,whichsharehomol-
ogywithGoat'andα-gustducin,respectively.
Anapplicationofanti-B-10tothesectionsofolfactoryandtasteepitheliarevealed
thatpositivereactionswereobservedontheboth,mwhichいon-specificolfactoryrecep-
forcells,andthewholeepitheliumandspecificcellsinatastebudofbarbellshowed
immunoreactivity.Ontheotherhand,anapplicationofanti-B-11indicatedthatim-
munoreactivitywasobservedinspecificcellsofatastebudofcarp,butinthoseofrat.
Inaddition,commerciallyavailableantibody,anti-α-gustducin,madeimmunoreactiv-
ityontastecellsinmammals,butincarp.
Inconclusion,theaminoacidsequencesofG-proteinsconservedamonganimals
withtastetransductionmechanismsmaybepartiallydifferentbetweenrodentsandcarp.
Keywords:G-protein,aminoacidsequences,clones,carp,taste,immunohistochemistry
緒 言
動物 は生体 を維持す るために摂食 しなければな
らないが,カ ロリーとなる炭水化物などには 「甘
味を感 じて」積極的に摂取 し,生体 にとって危険
な毒物などに対 しては 「苦味 を感 じて」拒否 し
て生体を防御 している。このような外界からの食
物摂取に関わる情報は,口 腔内に存在す る味蕾中
の味細胞により受容 されている。味細胞は味覚受
容に関与する種々のタンパク質 を有 しており,と
りわ け,Gタ ンパ ク質 は種 々 の酵素 と共 役 して味
覚 リセ プ ター と して 味細 胞 内 の情報 伝 達系 に お
いて主要 な機 能 をは た して い る1,2)。Gタンパ ク質
は,グ ァニ ンヌクレオチ ド結合 タンパ ク質の略称
であ り,GTPア ーゼ とい う大 きなグル ープに属 し,
セカ ン ドメ ッセンジ ャー ・カスケ ー ドに関連す る
細 胞内 の生 化学的反応 を切 り替 える 「ス イ ッチ」
と して働 いて い る。 また,Gタ ンパ ク質 はGタ ン
パ ク質 共役 受容 体(G-proteincoupledreceptor,
GPCR)に よ り活 性化 され,生 体 の細胞 で最 も重
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そこで,本 研究では,そ れ らのクローンの中か
ら,他の動物 とは異なる特徴的なア ミノ酸部分配
列のペプチ ドに対 して抗体を作 り,コ イにおける
そのGタ ンパ ク質の局在 を免疫組織化学的に検索
した。
材料および方法
Fig.1Aevolutionaltreeofthesimilaritiesbyanalysisof
thepartialsequencesintheclonesofG-proteins
obtainedfromthecarptasteepithelia(barbell).
ThecloneB-10isverysimilartoGolffamily,and
thecloneB-11toα-gustducin.
Abbreviation:mGust,mousegustducin;rGust,
ratgustducin;hGust,humangustducin;mGoif,
mouseG-proteinassociatedwitholfactory
reception;rGoif,ratG-proteinassociatedwith
olfactoryreception;hGolf,humanG-protein
associatedwitholfactoryreceptionB10and
B-11,thepartialsequencesobtainedinthe
clonesofG-proteinsfromthecarptasteepithelia
(barbell).
要 なシグナル伝達 分子の一つ と して位置 づ け られ
る3～5)。
ア ミノ酸や苦味.甘 味 ・旨味物質 の味覚受容 に
は,GPCRが 関与 して い ることが近年 の分子生物
学 的研究 の進展 に よって 明 らか に され,こ れ まで
に同定 され た嗅 覚や 味覚 に関 わ るGPCRは,他 の
細胞 にあ るもの とは異 な り,嗅 覚や味覚 の受容細
胞で特異 的 に発現 す るタイプ と して報告 されて い
る6-12)。これ まで に,丸 井 ら13‐15)は,魚類 がア ミノ
酸 に対 して極 めて味覚感受性 が高い ことを電気生
理 学 的 に明 らかに し,動 物 界 に おい て広 く保 存
されてい るGタ ンパ ク質の ア ミノ酸 配列 に着 目 し,
コイ味蕾 に発現 す るGPCRの部分 配列の ク ローニ
ング を行 い,insituhybridizationなどで味 蕾 に
特異 的に発現 して い ることを明 らか に して きて い
る16-17)。
1.実 験材料
実験 動物 には購入後,2週 間以上実験室 で飼育
し,環 境 に十 分適応 した体重150～200グラムの
コ イ(CyprinuscarpioL.)を用い た。
2.実 験方 法
1)抗 体 の作成
コ イの 味 上 皮 組織 か らク ロ ーニ ング され た
Gタ ン パ ク質 の う ち,ホ モ ロ ジ ー 検 索 の 結
果(Fig.1)か ら,ク ロ ー ンB110のア ミ ノ 酸
配 列 中 の ペ プ チ ド"PvsiDNPsNQpRAE"と
ク ロ ー ンB-11のア ミ ノ 酸 配 列 中 の ペ プ チ ド
“IDFFGDAARADDARQLFvLAG"をそ れ ぞ れ
抗原 ペ プチ ドと して ウサ ギ抗 血清(シ グマ アル ド
リッチ ジャパ ン株式会社 に委託)を 作製 した。 こ
れ らの抗体 は,MAOTrapKit(Amersham)のセ
ブ ァ ロー ス ・プ ロテ イ ンを充 填 した カ ラム に よ
り精製 した。 精 製 の際 には,抗 体 を含 む分 画 は
1mlずつ 回収 し,A280で最 も高 い 吸光 度 の値 を
示 した部位 のigG分画 を一次 抗体 と して本研究 で
使用 した。 これ らの抗体 は,哺 乳類 の嗅細胞 に特
異 的 に見 られ るGタ ンパ ク質 で あ るG。lfと相 同性
の 高 いB-10の抗 体 をanti-B-lOとし,哺 乳 類 の
味細 胞 に特異 的 に見 られ るGタ ンパ ク質 で あ る
a-gustducinに高 い相 同性 を持つB-11の抗 体 を
anti-B-11とした。
また,市 販 の 諮歯 類 で作製 され た抗体,anti1
α-gustducin(Gαgust,1-20,SantaCruzBio.
inc.)を魚類 と哺乳 類 のG蛋 白質 の差 を検 定 す る
た めに免疫 組織 化学実験 に使 用 した。
2)標 本切片作 製
コイは,8,000倍に希釈 したMS-222(Ethyl-3-
aminobenzoatemethansulfunate,sigma)で浸
漬麻 酔 後,味 蕾 の豊 富 に存 在 す る ヒゲ と嗅 上皮
を採取 し,4%パ ラホル ムアル デ ヒ ドと0.25%グ
ル タール アル デ ヒ ドの混合 液(0.1Mリン酸 緩衝
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液)に て,4℃ で一 晩 固定 した。 固定 後,0.1M
リ ン酸 緩 衝 液 で 切 片 は 充 分 に 洗 浄 し,OTC
compound(Tissue-TekR,Sakura)で包埋 を行 い,
ク リオ スタ ッ ト(HM505E,MICROM)にて厚 さ
12～14μmの 連続 凍 結切片 を作 製 し,24穴の培
養 プ レー ト(NunclonR,NUNC)に順次分配 して
免疫 組織化 学実験 に供 した。
3)免 疫 組織化学
24穴の培 養 プ レー ト中の 切片 は,0.3%過酸 化
水素 水 にて90分間処理 す る こ とに よ り内因性 ペ
ルオ キシ ターゼ を不活性化 し,10%正常 ヤギ血清
(G9023,sigma)で非特 異 的 な免疫 反応 を除 去す
るブロ ッキ ング処理(室 温 で3時 間)を 行 った。
精 製 した抗 血清(抗 体)は,あ らか じめ500倍,
1,000倍,2,000倍,3,000倍,4,000倍,6,000倍
希釈 した濃度で反応 させて,各 抗体 の免疫 組織化
学実験 にお ける最適 濃度 を決 定 して おいた。 その
結果,B-1Oで作 製 した抗体 の濃度 は1,000倍希釈,
B-11で作 製 した抗体 は4,000倍希釈 で用 い るこ と
と した。
一次 抗 体 の反 応 は4℃ で48時間反応 させ て 行
い,洗 浄後,二 次抗体 と してHRP(horse-radish
peroxidase)標識 され た ヤ ギ 抗 ウ サ ギigG抗体
(AO545,sigma)を200倍に希釈 した もの を室温 で
2時問反応 させて行 った。洗浄後,0.02%過酸化水
素水 を添加 した0.02%DAB(3'-diaminobenzidine
tetrahydrochloride)で発色 を行 い,光 学顕微 鏡
で観察 を行 った18・19)。なお,発 色 は,切 片 の 発色
の様 子 を観 察 しなが ら9～12分 の範 囲で行 った。
発色 反応 は蒸 留水 によって止 め,グ リセ リンで封
入 した。 なお,切 片 の洗 浄 および抗体 の希 釈に は
0.1%Tween20(sigma)含有 の0.1Mリン酸緩衝
液(PBsT,pH7.2)を用 いた。
組織切 片の免疫 反応の対照試験 と して,一 次抗
体 を使 用 しないblank試験 を行 っ た。 さ らに,組
織切 片 の 免疫 反応 の特 異性 を検 定 す るた めに免
疫 吸 収 試 験 を行 っ た。 免疫 吸 収 試 験 は,0.2M
PBSTに100mgの抗 原ペ プチ ドを入 れて一 次抗体
を加 え,4℃ で一晩振盪 させ なが ら反応 させ た も
の を1時 間遠 心分 離(;0,000×g)にか け,そ の
上清 を対照反応 液 と して用 いた7)。
4)ク ロー ンの ホモ ロジー解析
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既得 の クロー ンの ホモ ロジー検索 は,遺 伝 情報
処 理 ソ フ トウ ェ ア(GENETYXR-MAC,ver.14,
GenetyxCorp.)にて行 い,解 析 した。
結 果
(1)コイ味覚 上皮 のGタ ンパ ク質 クロー ンの部
分 ア ミノ酸配列 の ホモ ロジー検索
コイの味 上皮組織 か らクローニ ング されたGタ
ンパ ク質部 分配列 の うち,2種 類の特徴 的 な配列
で あ る α サー ブ ユ ニ ッ トをB110とBー11を選 ん だ。
広 く動物 界 に保存 されて い るG蛋 白質 の2つ の部
分塩基配列 の-TIVQKM-と －EYQL-から設計 し
た プ ライ マ ー を使 用 し,RT-PCRによ って 得 ら
れ たア ミノ酸配列 に対 してホモ ロジー解析 を行 い,
そ の結 果 か ら選択 した。 す なわ ち,BーlOは哺 乳
類の嗅細 胞 に特異的 に見 られ るGタ ンパ ク質 の α
-サブユニ ッ トで あ るGolfと(Fig.1)相同性 が高 く,
B-11は哺 乳類 の味 細胞 に特 異 的 に見 られ るGタ
ンパ ク質で あ るα一gustducin(Fig.1)と高 い相
同性 を持つ こ とが認 め られた か らで ある。
ラ ッ トや マ ウスな どの蓄歯 類 のGolfと相 同性 の
高 いB-10と,α-gustducinと相 同性 の高 いB-11
の ア ミノ酸 配列 を比較 す る とTable1のよ うで あ
り,そ れ ぞ れ相 同性 が 高 く,Fig.1の結 果 と良
く符号 して い ることが分か る。
(2)免疫 組織化学
1)Golfに相 同性 の高いB-1Oの抗体 の反応
味上皮 に由来す る十 数個 のク ロー ン中の一つ で
あ るC1は,Goifに相同性 が高 い こと(Fig.1>
が判 明 したので,Golfと相 同性 の高 い このB-10か
ら作 製 したanti-B10に対 して免 疫 組織 化 学 実験
を行 った。その結果,コ イの嗅細胞で は免疫陽性
反応 を示 し,嗅 上皮 の切片 中の嗅細胞群 に特異 的
に反応 を呈 した(Fig.2A)。一 方,anti-B10に
対 して は,味 上皮(ヒ ゲ)の 切 片 中 で 味蕾 の 限
局 され た細胞 に陽性 反 応 を示 す ものが観 察 され
た。 しか し,非 特 異的 に上 皮細胞 も染め られ てい
た(Fig.2c矢 印)。 この事実 は,Golfが味覚 受
容 の分子機構 に関与 してい る可能性 が ある ことを
示 唆 してい るが,味 細 胞 が上 皮 細胞 由来 で,10
日余 で ター ンオ ーバ ーす ることを考 えると,こ の
Golfが上 皮細胞 に非 特異 的 に発現 して い る可能 性
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ComparisonofG-protein'spartialsequencesinvolvinginchemoreceptionamongseveralkinds
ofspecies.
Theunderlinesinr,mandhGustindicatetheportionofpeptidesasanantigento
commerciallyproduceantibody.SquaredpeptidesinB-10andB-11areusedasantigensto
maketheirantibodies,respectively.Boldlettersinthebeginningandendofthesequencies
showportionsofthepeptidesdesigningprimers.
Abbreviations:Golf,gustducintypicallyexpressedonolfactoryepithelia;Gust,a-gustducin
typicallyexpressedintasteepitheliaofrodents,B:tastetissues(barbells)ofcarp,r:rat,m
mouse,h:human.図
-TIVKQMRILHVNGFNAEEKKQKILDIRKNVKDAlVTlVSAMSTLTIPPVSlDNPSNQPRAEYIKSIAPLSDFDYTEEFFEHAKNLWDDEGVKACFERSNEYQL-
rGolf
-TIVKQMRILHVNGSNPEEKKQKILDIRKNVKDAIVTIVSAMSTIIPPVPLANPENQFRSDYIKSIAPITDFEYSQEFFDHVKKLWDDEGVKACFERSNEYQL-
mGolf
-TIVKQMRILHVNGFNPEEKKQKILDIRKNVKDAIVTIVSAMSTIIPPVPLANPENQFRSDYIKSIAPITDFEYSQEFFDHVKKLWDDEGVKACFERSNEYQL-
hGolf
-TIVKQMRILNVNGFNPEEKKQKILDIRKNVKDAIVTIVSAMSTIIPPVPLANPENQFRSDYIKSIAPITDFEYSQEFFDHVKKLWDDEGVKACFERSNEYQL一
図
-T-VKQMKIlHEAGYLEEECKQYKAVVYSNTIQSl-ATlRAMGRLKIDFGDAARADDARQ1FVLAIGSAEEGFMS-DELAGVlKRLWKDGGVQACFSRSREYQL-
rGust
-TlVKQMKIIHKNGYSKQECMEFKAVVYSNTLQSILAIVKAMTTLG1DYVNPRSREDQQLLLSMANTLEDGDMTPQ-LAEIlKRLWGDPGlQACFERASEYQL-
mGust
-TIVKQMKIIHKNGYSKQECMEFKAVIYSNTLQSILAIVKAMATLGIDYVNPRSREDQEQLHSMANTLEDGDMTPQ-LAEIIKRLWGDPGIQACFERASEYQL-
hGust
-TIVKQMKIIHKNGYSKQECMEFKAVIYSNTLQSILAIVKAMATLGIDYVNPRSAEDQRQLYAMANTLEDGGMTPQ-LAEVIKRLWRDPGIQACFERASEYQL-
Fig.21mmunohistochemicalreactionforanti-B10intheolfactory(A&B)andtaste(C&D)
epithelia.B&Darethecontrolwithoutusingtheantibody.ScalesinA,B&Dare30μm,
andthatinC100μm.AnarrowinCindicatesnon-specificreactiononthetasteepithelium,
(10)
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Fig.31mmunohistochemicalreaction(A&B)foranti-Bllinthetaste
cellsofthecarpbarbell.C&Darethecontrolwithoutusingthe
antibody.Scalesinallphotosare100μm.
Fig.41mmunohistochemicalreactionforanti-6-11wasnotobservedinthe
tastecellsofcircumvallatepapillaeoftherat.Scalesare100μm.
Fig.51mmunohistochemicalreactionforanti-gustducininthecarp(A)and
rat(B)tasteepithelia,wheretheimmuno-reactionwasobservedonly
intherat(B)-Scalesare10μminAand30μminB.
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もある。
2)α-gustducin(Gl-α)に相 同 性 の 高 い
B-11の抗 体 の反応
α-gustducinと相 同 性 の 高 いB-11から作 製 し
たanti-B11では,味 蕾 を構 成 す る一 部 の細 胞 で
のみ特異 的 に免疫 陽性反応 が観察 され た(Fig.3
A&B)。 しか し,コ イの 嗅上皮 で は,こ の抗 体
に対 して免疫 陽性 反応 は観察 され なかった。
一 方,Bー11に対 して今 回作 製 した抗体 が 魚類
において特異的 な もので あるか ど うか確 認す るた
めに,ラ ッ トの味上皮 組織 であ る有郭乳 頭 を同様
の方法 で反応 を観察 した。 しか し,ラ ッ トの味上
皮組織 で ある有郭 乳頭の味蕾 内の細胞 で陽性反応
を呈 す る もの は観察 され ず(Fig.4),anti-B11
はラ ッ トには無 いア ミノ酸 配列で あ ると結論 され
た。
3)市 販 のanti-α-gustducinに対 す るコ イ 味
細 胞の反応
市販 されて い るラ ッ トの α一gustducinでは,コ
イで は抗 原抗 体 反応 を示 さず(Fig.5A),ラッ
トの味蕾 で は免疫 陽性反応 を示 した(Fig.5B)こ
とか ら,市 販 されて い るラ ッ トの α-gustducinに
対 す る抗体 の部 分配列 が蓄歯類 と魚 類で は異 なっ
てい ることが裏 付 け られた。
考 察
コイ科の魚類は味覚が特殊 に発達 しており20～23),
味覚研究において適 した材料 と考 えられ,本 研究
では頭部 「体表」にも味蕾が存在 しているコイを
材料とした23)。
脊椎動物の化学感覚には嗅覚 と味覚 とが区別 さ
れ,嗅 覚 を遠隔受容器,味 覚 を接触受容器 として
分類 されている。魚類などの水棲脊椎動物でも,
受容器の形態 とロケーションから同様に区別され
ているが,臭 い物質も味物質 も水中に溶けた状態
で刺激物質 として働 くため,ど ちらも遠隔受容
器 として機能 しているものと考えられている15,20)。
魚類の嗅 ・味覚システムは,双 方 ともにアミノ酸
に対 して極めて感受性の高いことが電気生理学的
研究から知 られ13～15),応答スペク トラムの差異か
ら機能としては異なっていることが明らかとなっ
ているl5)。けれ ども,両者が摂餌行動に関わ り重
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要 な働 きを もって いる ことも示 唆 され てい る15・20)。
本研究 結果 で は,Golfと相 同性 の高いBー10で作
製 した抗体 に対 して,コ イの嗅細 胞 ばか りで な く,
非特異的 に上皮細胞 と味細胞 の一部 に も免疫 陽 性
反応が認 め られ た(Fig.2)。この ことは,味 細胞
が もと もと上皮細胞 由来で,10日余 で ター ンオ ー
バ ーす る こと20)を考 える と,上 皮細胞 には同 じア
ミノ酸配列 のGolfが何 らかの リセプ タ゜ー(GPCR)
と して存 在 してい ることが考 えられ るが,な ぜ 味
細胞 に存 在 して い るのか は本 実験 か らだ けで は不
明で あ る。 しか し,嗅 細胞 に存在 してい るGタ ン
パ ク質1)と共 通のGタ ンパ ク質 が味上皮 組織 に も
存在 し,味 覚情報 受容 に関与 してい る可能性 も伺
える。
齧歯類や ヒ トの味覚 受容 に関わ るGPCRに は,
α1gustducinが味覚情 報伝達機 構 に介 在す る トラ
ンスデ ュー サ ーと して機 能 してい る3,6,11)。この味
雷 に 特 異 的 に 見 られ る αーgustducinは2),苦
昧 受 容 体T2Rsと共 発 現 して い る こ と か ら,α
一gustducinは苦 味情 報 の伝 達 に関 わ って い る と
考 えられ てい る7・12,24,25)。B-11を用 い た本 研究 の免
疫組織 化学実験 結果 よ り,コ イ味上皮 において,
味蕾 の 中の一 部の細胞 に免疫 陽性 反応 が見 られ た
ことか ら(Fig.3),この抗 体 が コ イに特 異 的で
あ ることが分か った。 す なわ ち,魚 類 に も哺乳類
と同様 に,味 細胞 に特 異的 に発現す るGタ ンパ ク
質(GPCR)が 存在 し,特 定 の味細 胞 によって苦
味の味覚 の受容が行 われて いる可能性 が示 唆 され
た。 しか し,こ のanti-B11抗体 で は,ラ ッ トの
味細胞 は全 く陽性反応 を示 さず,ト ラ ンスデ ュー
サ ーと して同 じ働 きをもっていて も,動 物 によ り
G蛋 白質の ア ミノ酸 配列 が部 分 的に異 なって い る
こと(Table1)が再確 認 され た。 これ らの こ と
か ら,ト ラ ンスデュ ーサ ー と して働 くGタ ンパ ク
質R,広 く動物 界 に保存 され た ア ミノ酸配 列 を
持 ってはい るが,動 物種 に よ りア ミノ酸配列 が異
なってい るこ とが判明 した。
近年,味 覚 受容 体 の 分子 生物 学 的 研 究 が飛 躍
的 に進 んで お り,哺 乳 類 に おい て は甘 味受 容 体
T;Rsと苦 味受容 体T2Rsはそれ ぞれ味蕾 内 の別 の
細胞 に存在 して い ることか ら7,24,25),甘味 と苦 味 を
受容 す る細胞 は別で あ ると考 え られて いる。魚類
Vo1.36No.2 魚類化学受容器に特異的に発現するGタンパク質の局在:福 山ほか
の味細胞において もこれらのことはおそらく同様
であろうと推測されるが,ど の種類の細胞が味細
胞 としてのどのような機能 を持つのかは未だ明確
でRな い。
本研究で得 られた結果 を基にして,今 後 さらに
これらの細胞の特定を行い,そ のタイプを同定す
ることにより,味覚の細胞内伝達機構 をさらに解
明してゆく足掛か りになると考えている。
結 論
コイの味上皮組織か らクローニ ングにより得 ら
れた数種のア ミノ酸部分配列のうち,哺 乳類のG
タンパ ク質であるGolfおよびα-gustducinと相同
性の高いクローンを選び,そ れらの抗体 を作製 し
て,そ のGタ ンパク質の局在 を調べることを目的
に免疫組織化学的検索を行い,以 下の結果を得た。
1.哺乳類のGolfと相同性の高いB-10から作製
した抗体では,コ イの嗅細胞に免疫陽性反応 を認
めた。また,コ イのヒゲ上皮には非特異的に免疫
陽性を示 し,一部の味細胞にも陽性反応が観察 さ
れた。
2・ 哺乳 類 の α-gustducinと相 同性 の高 い
B-11から作製 した抗体(anti-B11)では,コ イ
味上皮の味蕾の中の一部の細胞に免疫陽性反応が
見られた。 このことから,魚類にも哺乳類 と類似
した味細胞 に特異的に発現するGタ ンパ ク質が存
在 し,特定の味細胞によって味質の受容が行われ
ていることが示唆された。
3・ ラ ッ トの味上皮 で は,味 蕾 中の細胞 が
anti-Bl1に対 して特異的に染 まらなかったこと
から,作製 した抗体がコイ味上皮に特異的に発現
しており,哺乳類 とは異なった塩基配列をもつ こ
とが確認 された。
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